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Organ-, gewebs- und zellspezifisches Immuntherapeutikum ftir chronische 
virale Infektioneny sowie entziindliche, degenerative und proliferative 
Erkrankungen insbesondere der Leber sowie Krebs auf der Basis von 
rekombinantem Parapoxvirus 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung und den Einsatz von rekombi- 
nantem Parapoxvirus zur organ-, gewebs-und/oder zellspezifisch zielgerichteten 
Immuntherapie von viralen Infektionen, sowie entztindlichen, degenerativen, pro- 
10 liferativen Erkrankungen, insbesondere der Leber, und Krebs. Sie betrifft weiter die 
^ Verwendung von rekombinantem Parapoxvirus mit Targetingeigenschaften zur Her- 

^ stellung von Arzneimitteln. 

In den Anwendungsbereich der oben genannten Parapoxviren fallen auch Erkran- 
1 5 kungen der Haut und ihrer Anhangsgebilde, der inneren Organe, des Zentralnerven- 
systems und seiner Anhangsgebilde einschlieBlich des Auges, sowie Krebs, bei 
Mensch und Tier. 

Es ist bekannt, dali latente und chronisch persistente virale Infektionen durch eine 
20 Immunsuppression aktiviert bzw. reaktiviert werden konnen, oder umgekehrt, daB 

das Immunsystem die akute Erkrankung, die durch ein Virus, das latent ist, hervor- 
I gerufen werden karm, unterdruckt (z.B. rekurriert eine latente Herpesvirus-Infektion 

bei Immunsuppression: Lippenblaschen bei StreU oder Kortisongabe). Es ist weiter 

bekannt, daB chronisch persistente und latente virale Infektionen schwer oder 
25 gamicht mit herkommlichen antiviralen Substanzen auf niedermolekularer Basis 

therapierbar sind. 

Ein Grund dafiir kann die fehlende virale enzymatische Aktivitat bei solchen 
Infektionen sein (beispielsweise das Fehlen einer viralen Polymerase-Aktivitat, die 
30 einen nukleosidischen Inhibitor erst in die virale Nukleinsaure einbauen muB, damit 
dieser z.B. zum Kettenabbruch in der viralen DNA fuhren kann; beispielsweise das 
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Fehlen einer viralen Thymidinkinase-Aktivitat, die z.B. eine antivirale Verbindung 
erst phosphorylieren muB, damit diese aktiv werden kann) oder aber die fehlende 
Erkennung infizierter Zellen oder viraler Antigene dutch das Immunsystem des 
Wirtes. 

Bekannt ist ebenfalls, daB bei chronisch persistierenden viralen Infektionen eine 
Superinfektion mit einem anderen Virus zu antiviralen, gegen das chronisch 
persistierende Virus gerichteten Effekten fuhren kann. 1) Die Abhangigkeit dieses 
Effektes von Interferonen (v.a. IFN-y) und TNF-a, die von T-Zellen, naturlichen 
Killerzellen und Makrophagen sezemiert werden, konnte von den Autoren gezeigt 
werden. 

Die Ergebnisse dieser Autoren bestatigte eine andere fruhere Studie, in der gezeigt 
wurde, daB Class-I-restringierte cytotoxische T-Zelien die hepatozellulare HBV- 
Genexpression in HBV- transgenen Mausen hemmen konnten, daB dieser ProzeB 
ohne ZerstSrung der Leberzellen abUef und daB der ProzeB durch TNF-a und IFN-y- 
hervorgerufen vsoirde ^\ 

In der tiermedizinischen Praxis wird seit langerer Zeit ein Produkt zur Induktion 
„paraspezifischer Immunitat", ein sogenannter Paramunitatsinducer therapeutisch, 
meta- und prophylaktisch eingesetzt. Diese Paramunitatsinducer bestehen z.B. aus 
chemisch inaktiviertem Parapoxvirus ovis. Ein auf der Basis dieses Virus (Parapox- 
virus ovis, Strain D 1701) hergestelltes Produkt ist BAYPAMUN® (DE 3504940). 

Das inaktivierte Virus induziert im Tier einen unspezifischen Schutz gegenuber 
Infektionen mit den verschiedensten Erregem. Man nimmt an, daB dieser Schutz uber 
verschiedene Mechanismen des organismus-eigenen Abwehrsystems vermittelt wird. 



Dazu zahlen: Induktion von Interferon, Aktivierung der naturUchen Killerzellen, 
Induktion der „Kolonien-Stimulierenden Aktivitat" (CSA), sowie Stimulierung der 



Le A33 771 



-3 - 

Lymphozytenproliferation. Friihere Untersuchungen zum Wirkmechanismus zeigten 
die Stimulation von Interleukin 2 und Interferon-y^^ 

Bekannt ist ebenfalls, daB Parapoxviren als Vektoren mit Genen von anderen 
Erregem versehen werden konnen, urn entsprechende Proteine exprimieren zu 
konnen und so einen prophyiaktischen Immunschutz (Vaccinierung) gegen den 
Spendererreger zu erzeugen. 

Es ist weiter bekannt, dalJ rekombinante sogenannte „pseudotyped" Viren 
ursprunglich nicht infizierbare Ziel-Zellen, -Gewebe, -Organe bzw. -Wirte infizieren 
konnen ^\ 

Basierend auf solchen Erkenntnissen wurde bereits der zielgerichtete Einsatz von 
gentherapeutischen Vektoren diskutiert ^\ 

In der Pharmakologie bedient man sich naturlicher und synthetischer Molekule, wie 
beispielsweise des Asiaiofetuin bzw. poly-L-Lysin, um bestimmte Organe- - im Falle 
der hier genannten Beispiele die Leber- aufgrund der Wechselwirkung mit organ- 
spezifischen Rezeptoren - im Falle der hier genannten Beispiele des Asialoglyco- 
proteinrezeptors der Leber - mit diesen Molekulen selektiv fur eine Therapie zugang- 
lich zu machen '\ 

Vor diesem Hintergrund stellt sich daher die Aufgabe, die therapeutische Nutzbarkeit 
der ausgezeichneten Immunogenen Wirkung von Parapoxvirus ovis dahingehend 
weiter zu verbessem, daB die oben beschriebene generalisierte paraspezifische 
Immunogenitat des Parapoxvirus gezielt auf das erkrankte Organ-(system) und den 
Kxankheits-Erreger gelenkt werden kann. 

Eine solche Fokussierung lieBe einen nebenwirkungsarmeren und am Wirkort 
starkeren und nachhaltigeren therapeutischen Effekt erwarten. 
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Aufgabe der Erfindung war es deshalb, die immunologische Wirkung des Parapox- 
virus zielgerichtet zu erzeugen. Die Aufgabe wird gelost durch das Einfiihren geeig- 
neter Fremd-Peptide oder Proteine in das Virus mit der Fahigkeit zur Interaktion mit 
Organ-, Gewebe- und/oder zellspezifischen Rezeptormolekulen. 

5 

So erreichten wir cine starke Fokussiemng der Immunreaktion. Damit wird es 
erstmals moglich, mit Hilfe von Parapoxvirus ovis die komplexe Kapazitat des 
Immunsystems am Ort des Bedarfs zu konzentrieren. 

10 Die sich daraus ergebenden Vorteile bestehen in der Gewebe-, Organ-, bzw. Zeli- 
^ spezifitat bei gleichzeitiger Verstarkung der immunologischen Wirkung am Ort des 

Bedarfs und in der Verringerung von Nebenwirkungen. 

Da man mit den bisher bekannten Methoden/Produkten bei systemischer Applikation 
15 einerseits unerwunschte Nebenwirkungen allgemeiner Art in Kauf nehmen muB 
und/oder andererseits nur eine ungenugende Konzentration des Wirkstoffs am Wirk- 
ort erreicht, kann man mit der hier dargestellten neuen Qualitat von Parapoxvirus 
ovis gezielter und effektiver therapieren. 

20 FUr die Herstellung rekombinanten Parapoxvirus ovis zur zielgerichteten organ-, 
gewebs- und/oder zell-spezifischen Immuntherapie karm man bekarmte virale 

f Proteine/Peptide verwenden, die sowohl unmodifiziert als auch modifiziert, ver- 

langert, oder verkurzt sein konnen. Als in diesem Zusammenhang besonders geeignet 
hat sich dabei z.B. das groBe Hullprotein des humanen Hepatitis B Virus (HBV) zum 

25 Erreichen der Leber erwiesen. 

Weiter konnen nichtvirale Proteine/Peptide, insbesondere das Asialoglycoprotein, zur 
zielgerichteten Therapie der Leber verwendet werden. 




MOglich ist auch die Verwendung neuer synthetischer Proteine/Peptide deren 
Sequenzen mittels dem Fachmann gelaufiger Techniken zum Beispiel aus Phagen- 
Bibliotheken identifiziert werden konnen *\ 

Zusatzlich zu den erwahnten Peptiden oder Proteinen konnen immunmodulatorische 
Epitope beispielhaft ausgevvahlt aus Hepatitis B Virus oder anderen Viren, oder 
tumorassoziierte Antigene, in das Parapoxvirus einkloniert werden. 

Damit wird eine starke, spezifische immunstimulatorische Eigenschaft gegen den 
Erreger oder den Tumor in das Parapoxvirus eingefuhrt. 

Die Identifizierung geeigneter Epitope erfolgt mit bekannten,dem Fachmann 
gelaufigen Techniken, wie beispielsweise der Flowzytometrie 

Die Herstellung und Charakterisierung neuer rekombinanter Viren mit den 
beschriebenen Eigenschaften kann beispielhaft, wie im Folgenden aufgefohrt, 
durchgefuhrt werden: 

Herstellung eines rekombinanten Virus, dem Sequenzen fehlen, deren Genprodukte 
Oder Telle davon nicht fur die immunmodulatorische Wirkung oder fur die 
Virusreplikation notwendig sind. 

Ein Beispiel fiir die Klonierung des rekombinanten Parapoxvirus ovis geht von der 
Konstruktion von Doppelselektionskassetten aus, die ein Markergen, z. B. das LacZ- 
Gen unter KontroUe des Vaccinia IIK-Gens oder einer anderen geeigneten Sequenz 
und ein anderes Selektionsmarkergen, z.B. das gpt-Gen (kodiert fiir das Enzym 
Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase, XGPRT) unter KontroUe des VEGF- 
Promotors exprimieren. Die Deletion viraler Sequenzen kann dann beispielhaft wie 
im Folgenden beschrieben, durchgefiihrt werden: 
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Singulare Restriktionsschnittstellen in einem sowohl fiir die virale Replikation, als 
auch fur die immunmodulatorische Wirkung nicht essentiellen Bereich von Parapox- 
virus ovis, (z.B. VEGF-Gen) werden als Startpunkte verwendet, urn eine bidirek- 
tionale Deletion von Sequenzen durch Einwirkung der Endonuklease Bal31 zu 
5 bewirken. 

Hierzu wird beispielsweise das entsprechende Plasmid, das die Nukleinsauresequenz 
aus Parapoxvirus ovis enthalt, im VEGF-Gen mit einem geeigneten Restrik- 
tionsenzym geoffnet und das nunmehr linearisierte Plasmid mit Bal31 inkubiert. 
10 Geeignete Deletionsplasmide v^erden aufgefullt und hierauf komplementare 
k Oligonukleotide, die neue singulare Schnittstellen, z.B. Smal, Sail und EcoRV- 

' Restriktionsschnittstellen darstellen, an die mit glatten Enden versehenen Bal 31- 

Produkte ligiert. 

15 Nach der Transformation von Bakterien kann die Plasmid-DNA isoliert und mit 
einem Enzym gespalten werden, das in der Sequenz des entsprechenden Parapox- 
virus ovis DNA-Fragmentes keine Erkennungsstelle enthalt. Nach Insertion der mit 
den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittenen LacZ/gpt-Selektionskassette 
in die Deletionsstelle im VEGF-Gen kann die genaue GroBe der erzeugten 

20 Deletionen in jeder resultierenden rekombinanten Plasmid-DNA durch Sequenzieren 
bestimmt werden. 

Das Virus, dem dann das entsprechende Genprodukt oder eines Teiles davon fehlt, 

kann beispielhaft wie folgt hergestellt werden: 
25 Konfluent ausgewachsene geeignete Zellen wie beispielsweise Rindemierenzellen 

werden mit einer Infektionsdosis von ca. 0,1 Multiplicity of infection (moi) infiziert. 

Nach etwa zwei Stunden werden die infizierten Zellen mit einem wie oben beschrie- 

benen hergestellten Deletionsplasmid (z.B. 10 |ig) beispielsweise unter Verwendung 

dem Fachmann gelaufiger und kommerziell erhaltlicher Transfektionssysteme trans- 
30 fiziert. AnschlieBend werden diese Zellkulturen mit einem geeigneten Selektions- 

medium (z.B. mit HAT-Medium [Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin], MPA 
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[Mycophenolsaure]) wahrend 3 bis 6 Tagen bei ungefahr 37°C und etwa 5% C02- 
Atmosphare inkubiert bis ein zytopathischer Effekt (cpe) oder Plaquebildung sichtbar 
wird. Dann werden die Zellen lysiert, eine Verdunnungsreihe aus dem ZelUysat 
hergestellt und ein Plaque-Test auf geeigneten Zellen durchgefuhrt. FUr den Plaque- 
test wird ein Agarosemedium-Gemisch zugegeben, das beispielsweise ungefahr 
0,3 mg/ml Bluo-Gal (GIBCO) enthalten kann urn blaue Plaques zu identifizieren, die 
z.B. LacZ-exprimierende, MPA-resistente rekombinante Viren enthalten. Die so 
erhaltenen rekombinanten Viren werden zur Infektion von geeigneten Zellen wie 
beispielsweise Rindemierenzellen, eingesetzt und mindestens zwei weiteren Plaque- 
titrationen unterzogen bis eine moglichst homogene, am gunstigsten >99,9%ige, 
rekombinante Viruspopulation vorliegt. 

Herstellung eines rekombinanten Virus, das Sequenzen enthalt, deren Genprodukte 
Oder Telle davon fur ein organ-, gewebs- oder zellspezifisches Targeting notwendig 
sind. 

Fur die Herstellung des rekombinanten Virus mit Targetingsequenzen geht man 
analog vor. Als Ausgangsvirus wird ein wie oben beschrieben verandertes Virus ver- 
wendet. Anstelle des Plasmids, das deletierte oder verkurzte Sequenzen von Para- 
poxvirus ovis enthalt, verwendet man ein entsprechendes Plasmid, das eine unver- 
anderte oder in geeigneter Weise veranderte DNA-Sequenz enthalt, die fur ein 
Protein oder Peptid kodiert, das ein organ-, gewebs und/oder zellspezifisches 
Targeting des rekombinanten Virus in nicht inaktivierter oder in inaktivierter Form 
ermoglicht. Dies kann z.B. fUr den Fall, daJ3 man das rekombinante Virus in die 
Leber bringen mOchte, beispielsweise die Sequenz fur das groBe HuUprotein des 
Hepatitis B Virus des Menschen oder eine andere geeignete Sequenz sein. 

Die Wahl der Selektionsmarker ist bei der Herstellung so zu treffen, daB man nicht 
oder nur in geeigneter Art und Weise mit bereits vorhandenen Selektionsmarkem 
interferiert. 
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Analog konnen zusStzlich Sequenzen eingefuhrt werden, die fur immunologisch 
aktive Epitope kodieren. Solche Epitope konnen mit dem Fachmann bekannten 
Methoden ausgewShlt werden '\ 

Nachweis der Targetingeigenschaften des rekombinanten Virus. 
Die neuen Eigenschaften des rekombinanten Virus werden einerseits bei diesem 
Virus mittels dem Fachmann bekannter geeigneter Methoden wie beispielsweise der 
Verwendung von Selektionsmarkem nachgewiesen und/oder dem Nachweis des 
neuen Proteins/Peptides erfolgt mittels Western-Blot., Andererseits kann ein funk- 
tioneller Nachweis erfolgen. Dieser wird an Zielzellen des Targeting gefuhrt. Im 
Falle eines Lebertargeting mit einem rekombinanten Virus, das Asialoglycoprotein 
Oder entsprechende Teile davon enthalt kami dieser funktionelle Nachweis durch 
Bindung von rekombinantem Virus an Zellen, die den Asialoglycoprotein-Rezeptor 
exprimieren, nachgewiesen werden. Dies konnen humane Leberzellen oder 
Hepatomazellen (z.B. HepG2) sein, bei denen mit Asialoglycoprotein und rekom- 
binantem Virus komeptitive Bindungsstudien durchgefuhrt werden konnen. 

Zur KontroUe erfolgen diese Studien auch an Zellen, die den Asialoglycoprotein- 
rezeptor nicht exprimieren, beispielsweise Fibroblasten. Die Targetingeigenschaften 
sind sowohl bei inaktivierten als auch bei nicht inaktivierten rekombinanten Viren 
vorhanden. Fur eine Therapie werden allerdings nur solche rekombinante Viren 
verwendet, bei denen die Targetingeigenschaften entsprechend der therapeutischen 
Zielstellung nachgewiesen werden konnten. 

Nachweis der immunmodulatorischen Eigenschaften 

Der Nachweis der immumnodulatorischen Eigenschaften des rekombinanten Virus 
kami experimentell beispielsweise in MSusen erfolgen. Dafur wird MSusen beispiels- 
weise Balb/c Mausen, das rekombinante Virus in inaktivierter oder nicht inaktivierter 
Form beispielsweise in eine KorperhShle, z.B. intraperitoneal oder subcutan, intra- 
muskular oder intravenos, injiziert. Nach einem festzulegenden Zeitschema, 
beispielsweise 6, 12, 24 Stunden nach der Applikation, werden die Tiere getotet, und 
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es werden Organe vmd/oder Zellen, beispielsweise Zellen, die durch peritoneale 
Lavage gewonnen werden, entnommen. Aus den Organen/Zellen wird genetisches 
Material wie beispielsweise RNA isoliert und die Zytokinexpression mittels 
geeigneter Methoden wie beispielsweise durch Semiquantitative oder quantitative 
PGR bestimmt. 

Fur eine Therapie werden dann diejenigen rekombinante Viren verwendet, bei denen 
die immunmodulatorischen Eigenschaften (Induktion einer Thl Immunantwort) 
einen therapeutischen Effekt erwarten lassen. 

Unter Zugrundelegung der bekannten Zusammenhange vom EinfluB einer Thl 
Immunantwort auf latente und chronisch persistente Virusinfektionen '" "^ 
und der im Vergleich zu nichtrekombinantem Parapoxvirus ovis ahnlichen oder 
besseren immunmodulatorischen Eigenschaften des rekombinanten Parapoxvirus 
ovis ist der Einsatz von organ-, gewebs- und/oder zell-spezifischem rekombinanten 
Parapoxvirus ovis als Monotherapie oder in Kombination mit biologisch aktiven, 
Z.B. antiviralen, niedermolekularen Verbindungen an Mensch und Tier moglich und 
von therapeutischem Nutzen zur antiviralen Therapie von vorwiegend chronischen 
Infektionen mit dem Hepatitis B Virus; anderen viralen Infektionen der inneren 
Organe, namentlich der Leber, wobei beispielhaft das Hepatitis C Virus (HCV), oder 
alle anderen Erreger aus der Gruppe der Hepatitis verursachenden Viren genannt 
seien Infektionen, auch in Begleitung anderer Erkrankungen, mit den ver- 
schiedenen Typen des Herpes simplex Virus (HSV); den verschiedenen Typen von 
humanem Papillomvirus (HPV) ;dem humanem Immundefizienzvirus (HIV); dem 
humanem Cytomegaliecirus (HCMV); sowie den entsprechenden Viruserkrankungen 
beim Tier. 

Des weiteren konnen mit dem rekombinanten Parapox virus aufgrund des gezeigten 
Wirkmechanismus insbesondere die folgenden prophylaktischen oder therapeu- 
tischen Behandlungen erfolgversprechend durchgefuhrt werden: 
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Verhinderung von Rekurrenzen bei Herpesvirus-Infektionen, Metaphylaxe, d.h. 
Verhinderung der Etablierung von viralen Infektionen (z.B. HIV), wenn unmittelbar 
nach der Exposition mit dem Mittel behandelt wird Die Behandlung von Krebs ist 
aufgrund des Wirkmechanismus ebenfalls moglich 

5 

Die Behandlung entzundlicher und nichtentzundlicher degenerativer und proli- 
ferativer Erkrankungen der Leber wie beispielsweise der Leber-Zirrhose, und/oder 
der Leber-Fibrose mit rekombinantem Parapoxvirus ovis ist ebenfalls moglich. 

10 Entsprechend der klinischen Fragestellung (z.B. chronische Hepatitis B Virus 
k Erkrankung des Menschen) wird rekombinantes Virus zur organ- gewebs- und/oder 

f zell-spezifischen Therapie hergestellt. 

Man verfahrt so, daB Gene, die nicht flir eine Induktion einer zellvermittelten 
15 Immunantwort notwendig sind, deletiert oder mutiert werden. In diese Gene oder 
freien Genabschnitte setzt man daim die fur Epitope (Peptide /Proteine) kodierenden 
Gensequenzen ein, die eine spezifische Interaktion mit einem oder mehreren 
Rezeptoren auf den Ziel-Zellen,-Geweben oder -Organen gewahrleisten. 

20 Zusatzlich kann durch geeignete immunologisch wirksame Epitope (z.B. Epitope des 
HBV), die zellvermittelte Immunantwort gegen einen Erreger spezifisch verstarkt 
f werden. 

Dazu wird das organ-, gewebs- und/oder zell-spezifisch interagierende/bindende 
25 rekombinante Parapoxvirus ovis zusatzlich mit spezifischen gegen einen oder 
mehrere Erreger gerichteten,- Immunantwort potenzierenden Epitopen ausgestattet 
und in der betreffenden Indikation eingesetzt (beispielsweise gegen eine oder 
mehrere der oben genannten Viruserkrankungen wie beispielsweise der chronische 
Hepatitis B Erkrankung des Menschen). 

30 
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Je nach klinischer Fragestellung bzw. atiologisch beteiligtem Virus wird das 
rekombinante Parapoxvirus ovis in inaktivierter oder nicht inaktivierter Form 
systemisch (z.B. intramuskulSr, subcutan, intraperitoneal, intravenos) oder lokal (z.B. 
in das betreffende Organ) appliziert. 

Das rekombinante Parapoxvirus ovis liegt dabei entweder lyophilisiert vor und wird 
unmittelbar vor der Applikation in einem geeignetem Losungsmittel suspendiert oder 
aber es liegt in einer anderen geeigneten Formulierung vor. 



10 



Mehrere Applikationen bis hin zur kontinuierlichen Infusion nach Zeitschemen, die 
den Erfordemissen der klinischen Fragestellungen entsprechen, kOnnen dabei not- 
wendig sein. 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von rekombinantem Parapoxvirus mit Targetingeigenschaften 
zur Herstellung von Arzneimitteln 

2. Arzneimittel enthaltend rekombinantes Parapoxvirus mit Targetingeigen- 
schaften 
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Organ-, gewebs- und zeiispezifisches Immu ntherapeutikum fur chronische 
virale Infektionen. sowie en t zundliche. degenerative und proliferative 
Erkrankungen insbesondere de r Leber sowie Krehs auf der Basis von 
rekombinantem Parapoxvirus 



Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung und Einsatz von organ-, gewebs- 
und/oder zellspezifischem rekombinanten Parapoxvirus ovis als Erreger- und organ- 
spezifisches, zielgerichtetes Immuntherapeutikum fur chronische virale Infektionen, 
sowie entzundliche, degenerative, proliferative Erkrankungen insbesondere der 
Leber, und Krebs. 



